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= (54) Title: THERAPEUTIC APPLICATION OF G-CSF, GM-CSF AND SCF 

= (54) Titre : APPLICATION THERAPEUTIQUE DU G-CSF, DU GM-CSF ET DU SCF 

(57) Abstract: The invention relates to a novel therapeutic application of at least one of three factors chosen from G-CSF (Granulo- 
cyte Colony Stimulation Factor), GM-CSF (Granulocyte and Macrophage Colony Stimulation Factor) and SCF (Stem Cell Factor). 
^3 Said factor is used in the preparation of a medicament useful as an adjunct in a reconstruction process for nervous tissue. G-CSF, 
~ GM-CSF and SCF arc particularly useful in medicaments for the treatment of cerebral vascular events of ischacmic or haemorrhagic 
nature, cerebral traumas, spinal vascular events of an ischaemic or haemorrhagic nature and spinal trauma. The above are suitable 
for general administration in human and veterinary medicine. 

S (57) AbrSge" : U invention conceme une nouvelle application therapeutique de Tun au moins des facteurs choisis parmi le G-CSF 
(Facteur de Stimulation des Colonies de Granulocytes), le GM-CSF (Facteur de Stimulation des Colonies de Granulocytes et de 
22 Macrophages) et le SCF (Facteur des Cellules Souches). Ce facteur est utilise" dans la preparation d'un medicament utile comme 
traitement adjuvant dans un processus de reconstruction des tissus nerveux. Le G-CSF, le GM-CSF et le SCF sont utiles notamment 
comme medicament dans le traitement des accidents vasculaires cerebraux ischemiques ou hdmmoragiques, des traumatismes cere- 
^ braux, des accidents vasculaires hemmoragiques ou ischemiques de la moelle 6piniere, des traumatismes de la moelle epiniere. lis 
^ sont destines a radministration par voie generate, tant en mSdecine humaine qu'en m6decine v£t6rinaire. 
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L' invention concerne une nouvelle application th^rapeutique 
du G-CSF, du GM-CSF et du SCF, et plus particuliferement 
leur utilisation pour la preparation d'un medicament utile 
en mgdecine humaine ou vet£rinaire. 

10 

Le G-CSF (abr^viation de "Granulocyte Colony-Stimulating 
Factor" , c'est k dire "Facteur de Stimulation des Colonies 
de Granulocytes"), le GM-CSF (abr£viation de "Granulocyte- 
Macrophage Colony-Stimulating Factor", c'est & dire "Fac- 

15 teur de Stimulation des Colonies de Granulocytes et de Ma- 
crophages") et le SCF ( abrdviation de "Stem Cell Factor", 
c'est a dire "Facteur des Cellule Souches") sont des fac- 
teurs de croissance. lis correspondent k trois des classes 
de cytokines appel^es facteurs de croissance hematopoieti- 

20 que ou CSF (Colony-Stimulating Factors). Les CSF forment 
une famille de glycoproteines ayant des fonctions capitales 
dans la formation des cellules sanguines. 

Le G-CSF stimule la production des cellules hematopo£6ti- 
25 ques et de maniere pr^dominante la production de polynu- 
cleaires. Le G-CSF est une glycoprot^ine et le produit de 
1' expression d'un gfene situ6 sur le chromosome 17. II est 
produit par diffSrentes cellules, telles que les fibroblas- 
tes, macrophages, cellules endothSliales, cellules epith£- 
30 liales. Le G-CSF est detectable dans le sang, il peut etre 
purifi£ & partir de surnageants de cultures de cellules 
tumorales humaines • 

Le g£nie biologique permet aussi de produire un allotype 
35 humain de G-CSF, le G-CSF recombinant humain (rHuG-CSF). 

En France deux medicaments appartenant & la classe du G-CSF 
sont disponibles : le Neupogen® (r-metHuG-CSF, Filgrastime, 
commercialise par Amgen/Produits Roche), et le Granocyte® 
40 (rHuG-CSF, L6nograstime, commercialise par les laboratoires 
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Aventis/Chugai) . Ces deux medicaments sont utilises par 
voie d' injection sous-cutan6e ou par perfusion intraveineu- 
se, pour une administration syst&nique, k des doses g4n6ra- 
lement comprises entre 5 et 10 /*g par kilogramme de poids 
5 corporel et par jour. 

Les indications actuelles du G-CSF en thgrapeutique humaine 
sont le traitement des neutrop^nies chroniques s^vSres, la 
reduction des neutrop£nies induites par les traitements 

10 chimioth<§rapiques anticancdreux' myglotoxiques, la reduction 
des neutropenics induites par les th^rapeutiques myglosup- 
pressives (chimioth<§rapie ou radioth<§rapie) suivies de 
gref fe de moelle dans le traitement des cancers ou des leu- 
cgmies, la mobilisation des cellules souches h6matopo'i£ti- 

15 ques pour constitution d'un gref f on en vue d'une greffe de 
moelle (autogreffe ou allogreffe). 

II est h souligner que, dans cette dernifere utilisation, 
l'objectif du traitement est de faire sortir de la moelle 
osseuse les cellules souches hematopol^tiques et de les 
faire passer dans le sang circulant. Ces cellules souches 
sont alors recueillies par cytaph£rSses successives et vont 
constituer le gref f on. II s r agit done de mobiliser au maxi- 
mum vers le sang circulant ce contingent de cellules sou- 
ches h6matopoietiques qui f & l'etat normal, se trouvent en 
quantity tres reduite dans le sang circulant, ce qui ne 
permet pas de constituer un gref f on de quality suffisante 
(ceci est r£sum<§ dans le terme "mobilisation" de la moelle 
osseuse) . 

Cette technique de recueil du greffon par cytaph<§r£se apr&s 
mobilisation des cellules souches est venue remplacer avan- 
tageusement le recueil direct de la moelle osseuse par cy- 
toponction qui n£cessite une anesth^sie du patient et de 
multiples ponctions de moelle. Le greffon ainsi constitud 
est ensuite transfuse au patient, dont la propre moelle a 
£t& d£truite par la chimioth£rapie ou la radioth^rapie ; il 
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constitue alors la nouvelle source de production des cellu- 
les sanguines. 

Le G-CSF est utilise de manidre quotidienne pour ces diff£- 
5 rentes indications* Son innocuitg largement reconnue permet 
de 1'utiliser aussi chez des personnes en bonne santS pour 
constituer des greffons de moelle dans le cadre des allo- 
gref f es • 

10 Le GM-CSF stimule a la fois la production de polynucleaires 
mais aussi celle des macrophages. Le gdne controlant la 
production du GM-CSF est situe sur le chromosome 5. Le g6- 
nie biologique permet de produire une forme recombinante 
humaine du GM-CSF, le rHuGM-CSF. Les indications cliniques 

15 du rHuGM-CSF sont identiques k celles de G-CSF. En France 
le rHuGM-CSF est disponible sous la forme du Leucomax® 
(Molgramostime, distribu£ par le labor atoire Shering- 
Plough/Novartis ) . 

20 Le SCF (abriviation de "Stem Cell Factor", c'est k dire 
"Facteur de Cellules Souches") est lui aussi un facteur de 
croissance- II agit en particulier comme facteur de crois- 
sance sur les prog^niteurs h6matopoi6tiques , et peut mobi- 
liser les cellules souches de la moelle vers le sang. II 

25 agit aussi sur la dif f 6renciation et le fonctionnement des 
mastocytes. II agit par le biais d'un r^cepteur specif ique 
de la famille des tyrosines kinases de type III(c-KIT). Le 
g£ne codant la production du SCF est situ£ sur le chromo- 
some 12. En France le SCF n'est pas d' usage clinique quoti- 

30 dien, il est disponible pour des essais therapeutiques sous 
forme de recombinant humain (Ancestim, Recombinant -methio- 
nyl Human Stem Cell Factor (R-metHuSCF) {denomination an- 
glaise} sous la denomination de Stemgen® {denomination an- 
glaise}, produit de la soci£te Amgen) . 

35 

II est k noter que les recombinants humains du G-CSF sont 
efficaces sur d'autres esp&ces animales (Gratwohl et col : 
Transplantation of G-CSF mobilized allogeneic peripheral 
blood stem cells in rabbits. Bone Marrow Transplant 1995 
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;16(1) : 63-68) ; Nohynek GJ et col: Comparison of potency of 
glycosylated and non glycosylated recombinant human 
granulocyte colony-stimulating factors in neutropenic and 
non neutropenic CD rats (Cancer Chemother 
5 Pharmacol. 1997;39:259-266) . 

II est ^ noter que de nouvelles classes de molecules peu- 
vent augmenter le pouvoir mobilisateur des facteurs de 
croissance sur la moelle osseuse (Kronenwett R et col: The 

10 role of cytokines and .adhesion molecules for mobilisation 
of peripheral blood stem cells. Stem Cells 2000;18:320-330; 
Pless M et col:. Synergy of growth factors during 
mobilization of peripheral blood precursors cells with 
recombinant Flt3-ligand and granulocyte colony-stimulating 

15 factor in rabbits. Exp Hematol 1999;27:155-161 ; Kikuta T 
et col: Mobilization of hematopoietic primitive and 
commited progenitor cells into blood in mice by anti- 
vascular adhesion molecule-1 antibody alone or in 
combination with granulocyte colony-stimulating factor. Exp 

20 Hematol. 2000; 28: 31 1-317 ; Sweeney EA et col: Increase in 
circulating SDF-1 after treatment with sulfated glycans. 
The role of SDF-1 in mobilization. Ann N Y Acad Sci 
2001;938:48-52 ; Papayannopoulou R et col: Synergistic 
mobilization of hematopoietic progenitor cells using 

25 concurent betal and beta2 integrin blockade or beta2- 
deficient mice. Blood 2001;97:1282-1288 ; Christ 0 et col: 
Combining G-CSF with a blockade of adhesion strongly 
improves the reconstitutive capacity of mobilized 
hematopoietic progenitor cells. (Exp Hematol 2001;29:380- 

30 390). 

Cependant le G-CSF lui meme poss^de un pouvoir mobilisateur 
indirect de la moelle en plus de son effet. prolif^ratif sur 
la lign^e h6matopo'i6tique (Levesque JP et col: Vascular 
35 cell adhesion molecule-1 (CD106) is cleaved by neutrophil 
proteases in the bone marrow following hematopoietic 
progenitor cell mobilization by granulocyte colony- 
stimulating factor. Blood 2001;98:1289-1297). 
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II convient de rappeler que la moelle osseuse, rSpartie 
dans les differents os de l'organisme, est le lieu de 
production des cellules sanguines matures ( Erythrocytes , 
plaquettes, polynucleaires, monocytes, lymphocytes). La pro 
5 duction de ces cellules sanguines s'effectue It partir de la 
multiplication et de la dif f^renciation d'une population de 
cellules souches (Cellule Souche H§matopo # i§tique, en 
abrEviation "CSH"). Ces derniferes repr^sentent 
quantitativement une fraction trfes r^duite de la population 
10 cellulaire de la moelle osseuse. Elles sont classiquement 
caracteris^es par 1' expression d'un marqueur cellulaire 
appelS CD34 (Cluster de Dif fgrenciation 34). 

Cependant il a 6t6 dicrit un autre type de cellules souches 

15 de la moelle osseuse. Cette population de cellules souches 
constitue, elle aussi, k l'6tat normal un contingent trds 
r£duit des Pigments cellulaires de la moelle osseuse, mais 
pr^sente la capacity de se diffSrencier dans de multiples 
directions de nature conjonctive (os, cartilage, 

20 fibrotendon, muscle, graisse) (Pittenger et col: 
Multilineage potential of human mesenchymal stem cells. 
Science 1999 ; 284 : 143-147; Dennis et col; A 
quadripotential mesenchymal progenitor cell isolated from 
the marrow of an adult mouse. J Bone Miner Res 1999 ; 

25 14(5): 700-709 ; Seshi et col: Human bone marrow stromal 
cell: coexpression of markers specific for multiple 
mesenchymal stem lineage. Blood Cell Mol Dis 2000(3): 234- 
246), mais aussi de nature nerveuse (Woodbury D et col: 
Adult rat and human bone marrow stromal cells differentiate 

30 into neurons. J Neurosci Res 2000;61:364-370 ; Sanchez- 
Ramos J et col: Adult bone marrow stromal cells 
differentiate into neural cells in vitro. Exp 
Neurol. 2000; 164: 247-256 ; Mezey E et col: Turning blood 
into brain: cells bearing neuronal antigens generated in 

35 vivo from bone marrow. Sience 2000;290:1672-1674 ; Azizi SA 
et col: Engraftment and migration of human bone marrow 
stromal cells implanted in brains of albino rats 
similarities to astrocytes graft. Proc Nat Acad 
Sci. 1998;95:3908-3913 ; Kopen GC et col: Marrow stromal 
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cells migrate throughout forebrain and cerebellum, and they 
differentiate into astrocytes after injection into neonatal 
mouse brains. Proc Nat Acad Sci.l999;96;10171-107l6 ; 
Brazelton TR et col: From marrow to brain: expression of 
neuronal phenotypes in adult mice. Science 2000;290: 1775- 
1779), endothelial (Shi Q et col: Evidence for circulating 
bone marrow-derived endothelial cells. Blood 1998;92:362- 
367 ; Asahara T et col: Bone marrow origin of endothelial 
progenitor cells responsible for post natal vasculogenesis 
in physiological and pathological neovascularization. Circ 
Res 1999;85:221-228) ou encore hepatique (Lagasse E et col: 
Purified hematopoietic stem cells can differentiate into 
hepatocytes in vivo. Nature Medecine.2000;6: 1229-1234) . 

La moelle osseuse en tant que source particulierement 
puissante de cellules souches pluripotentes est clairement 
indiquee par le recent travail de Krause et collaborateurs 
(Krause D et col: Multi-organ, multi-lineage engraftment by 
a single bone marrow-derived stem cell. Cell 2001; 105:369- 
377), avec dans cette derniere Stude un reensemencement de 
la totality du tissu hematopoiStique a partir d'une unique 
cellule greffee, et des voies de dif ferenciations in vivo 
tres nombreuses avec des cellules "filles" retrouvees dans 
de multiples organes (foie, tube digestif, poumon, peau). 
Ces cellules souches sont appelees cellules souches 
pluripotentes (en abreviation "CSP") ou aussi cellules 
souches adultes par opposition aux cellules souches 
provenant d'embryons. 

II est a noter que la moelle osseuse n'est pas 1' unique 
source de cellules souches. Certaines zones du cerveau 
peuvent donner des cellules souches pluripotentes (Bjornson 
CRR et col: Turning brain into blood: a hematopoietic fate 
adopted by adult neural stem cells in vivo. Science 
1998;283:534-537 ; Rietze RL et col: Purification of a 
pluripotent neural stem cell from the adult mouse brain. 
Nature 2001;412:736-739), de meme que le muscle (Jackson KJ 
et col: Hematopoietic potential of stem cells isolated from 
murine skeletal muscle. Proc Natl Acad Sci 
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USA. 1999;96:14482-14486), ou la peau (Fu X et col: 
Dedif ferentiation of epidermal cells to stem cells in vivo; 
Lancet 2001;358:1067-1068 ; Toma JG et col : Isolation of 
multipotent adult stem cells from the dermis of mammalian 
5 skin. Nat Cell Biol 2001;3:778-784). 

Cependant la moelle osseuse est ci ce jour la source la 
mieux connue de cellules souches, et aussi la source la 
plus ais§ment "manipulable" pharmacologiquement , en 
10 particulier & cause de la grande experience clinique 
acquise dans le domaine de l'h^matologie et de la 
canc^rologie. 

Cette population de cellules souches est l'objet 

15 actuellement d'une activity de recherche intense, en 
particulier dans les domaines de la reparation osseuse, de 
la cardiologie, de la neurologie, de l'h&natologie, ceci 
dans le cadre . des domaines emergents de la m^decine que 
sont l'ing^nierie tissulaire et la th§rapie cellulaire. 

20 Cependant, ces cellules souches constituant au depart une 
quantity de cellules particulierement f aible, . les 
techniques utilis£es font le plus souvent appel & un 
passage in vitro. Pour r^sumer, on recueille la moelle 
osseuse, puis in vitro on s£pare le contingent des cellules 

25 souches du reste des cellules de la moelle, et ces cellules 
sont ensuite cultivees et multiplies tou jours in vitro. 
Eventuellement elles sont aussi pouss£es artif iciellement 
dans le sens d'une dif fgrenciation specif ique. Par la suite 
elles sont r£inject6es ou r£implant6es dans un site 

30 anatomique oh elles contribuent & la reconstitution d'un 
tissu delabr6, qui peut §tre un os (Bruder et col: Bone 
regeneration by implantation of purified culture-expended 
human mesenchymal stem cells. J Ortho Res 19 98 ; 16(2) : 
155-162) ou bien un tendon (Awad HA et col: Autologous 

35 mesenchymal stem cell-mediated repair of tendon. Tissue Eng 
1999; 5:267-277 ; Butler DL et col: Perspectives on cell 
and collagen composites for tendon repair. Clin Orthop 
1999; 367 Suppl : S 324-332 ), du muscle cardiaque (Jackson 
KA et col: Regeneration of ischemic . cardiac muscle and 
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vascular endothelium by adult stem cells. J Clin Invest 
2001;107:1395-1402 ; Orlic D et col: Bone marrow cells 
regenerate infarcted myocardium. Nature 2001;410:702-705). 
Ces techniques n£cessitent cependant une collaboration avec 
5 des laboratoires tr&s specialises, ce qui limite leur usage 
clinique quotidien. 

Les cellules souches de la moelle sont aussi d'un grand 
int£r§t dans le cadre de la th^rapie genique oil el les 

10 peuvent servir de support au transfert de g&nes. De 
multiples domaines de la pathologie sont concerns (Schwarz 
EJ et col:Multipotential marrow stroma cells transducted to 
produce L-DOPA: engraftment in rat model of Parkinson 
disease. Hum Gene Ther 1999;10:2539-2545 ; Ding L et 

15 col: Bone marrow stromal cells • as a vehicle for gene 
transfer. Gene Ther 1999;6:1611-1616). 

Bien qu'ayant initialement pr§t£ & discussions (Purton LE 
et col: Monocytes are the likely candidate "stromal" cell 

20. in G-CSF-mobilized peripheral . blood. Bone Marrow 
Transplant. 1998;21:1075-1076) , la presence d'un contingent 
circulant de cellules souches pluripotentes (Cellules 
Souches Pluripotentes Circulantes en abr^viation "CSPC" ) 
est actuellement de mieux en mieux documents (Huss R et 

25 col: Evidence of peripheral blood-derived , plastic-adherent 
CD34(-/low) hematopoietic stem cell clones with mesenchymal 
stem cell characteristics. Stem Cell 2000 ; 18(4) : 252-260 
; Zvaifler NJ et col : Mesenchymal precursor cells in blood 
of normal individuals; Arthritis Res 2000;2:477-488 ; Lange 

30 et col : Hematopoietic reconstruction of syngenic mice with 
a peripheral blood-derived, monoclonal CD34-, Sea— 1+, 
Thyl(low), c-kit+ stem cell ligne. J Hematother Stem Cell 
Res. 1999 ; 8(4): 335-342 ; Kuznetsov SA et col: Circulating 
skelatal stem cells: J Cell Biol 2001;153:1133-1140). La 

35 voie de dif f£renciation endoth^liale de ces cellules est 
aussi explor£e (Rafii S: Circulating endothelial 
precursors: mystery, reality and promise. J Clin Invest 
2000;105:17-19, Boyer M et col: Isolation of endothelial 
cells and their progenitor cells from human peripheral 
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blood. J Vase Surg 2000;31:181-189). La mobilisation de 
cellules souches depuis la moelle osseuse vers le sang par 
l'isch^mie des tissus (Takahashi T et col: Ischemia-and 
cytokine-induced mobilization of bone marrow-derived 
5 endothelial progenitor cells for neovascularization Nature 
Medecine 1999; 5:434-438), les • traumatismes vasculaires ou 
les brftlures est aussi documents (Gill M et col: Vascular 
trauma induces rapid but transient mobilization of 
VEGFR2(+)AC133(+) endothelial precursor cells. Cir Res 

10 2001;88:167-174). Le VEGF (Vascular Endothelial Growth 
Factor) serait un des m^diateurs impliqu^s dans le 
processus de mobilisation (Asahara T et col: VEGF 
contributes to postnatal neovascularisation by mobilizing 
bone marrow-derived endothelial progenitor cells. EMBO J 

15 1999;18:1364-1372 ; Moore MA et col: Mobilization of 
endothelial and hematopoietic stem and progenitor cells by 
adenovector-mediated elevation of serum levels of SDF- 
1,VEGF, and angiopoietin-1 . Ann N Y Acad Sci 2001 ; 938: 36- 
45). Ces dernier s travaux pourraient indiquer qu'un 

20 processus de mobilisation des cellules souches de la moelle 
osseuse est un mecanisme phySiopathologique d§j& utilis§ 
par l'organisme dans certaines situations pathologiques . 

De meme que pour les cellules souches de la moelle , les 
25 CSPC sont un support au trans fert de genes (Bodine DM et 
col: Efficient retrovirus transduction of mouse pluripotent 
hematopoietic stem cell mobilized into the peripheral blood 
by treatment by granulocyte colony-stimulating factor and 
stem cell factor. Blood 1994;84:1482-1491). 

30 

Des travaux r^cents sont aussi venus sugg^rer un mecanisme 
de recrutement des CSPC dans les processus de cicatrisation 
f ibroconjonctive sur des modules animaux in vivo (Abe R et 
col: Peripheral blood fibrocytes: Dif f erenciation patways 
35 and migration to wound sites. The J Immunol 2001;166:7556- 
7562 ; Bucala R et col: Circulating fibrocytes define a new 
leukocyte subpopulation that mediates tissue repair. Mol 
Med. 1994; 1: 71-81 ) . Les CSPC sont aussi soupgonn£es de 
participer a la pathog6n£se de processus de fibrose 
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pathologique (sclerodermic) (Chesney J et col: Peripheral 
blood fibrocytes mesenchymal precursor cells and the 
pathogenesis of fibrosis, Curr Rheumatol Rep.200;2: 501- 
505). L' implication de ces cellules souches circulantes 
5 etait cependant soupgonn^e depuis longtemps dans certaines 
pathologies specif iques (Labat ML et col: Monocytic origin 
of fibroblasts spontaneous transformation of blood 
monocytes into neof ibroblastic structures in 
osteomyeloslerosis and Engelmann's disease, Biomed 

10 Pharmacother. 1991;45:289-299 ; Labat ML et col: Possible 
monocytic origin of chondrosarcoma: in vitro 
transdif ferenciation of blood monocytes-like cells from a 
patient with chondrosarcoma into chondrocyte-like cell. 
Biomed Pharmacother 1997 ; 51:79-93). Des mecanismes 

15 immunologiques originaux viendraient aussi controler- la 
proliferation et la dif ferenciation de ces CSPC (Labat M L 
et col: Regulation by phagic T-lymphocytes of a 
(pluripotent? ) organ stem cell present in adult human blood. 
A beneficial exception to self -tolerance. Biomed 

20 Pharmacother 2001;55:79-90). 



A rappeler aussi qu'au cours des processus de reparation 
tissulaire, il existe d'une manifere g£n£rale une 
contribution de cellules souches locales. Les cellules 

25 basales de l'epiderme contribuent ainsi a la reparation de 
la peau, les cellules satellites du muscle contribuerrt de 
meme a la reparation musculaire, les elements cellul aires 
de la couche basale du perioste contribuent classiquement & 
la reconstruction osseuse. Certains tissus comme l'os en 

30 cas de fracture ou la peau en cas de brulure super f icielle 
sont capables d'une reconstitution "ad integrum" . 

D'autres tissus , comme le coeur et le cerveau, etaient 
jusqu'& maintenant reputes incapables de se regenerer apr&s 
35 leur destruction (infarctus du myocarde ou accident 
vasculaire cerebral). Cependant des travaux recents ont 
montre en fait une certaine capacite du tissu cardiacjue 
se regenerer & partir des cellules de la bordure des zones 
lesees (Beltrami AP et col: Evidence that human cardiac 
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myocytes divide after myocardial infarction. New Engl J Med 
2001;344:1750-1757). L' activation de cellules souches d<§j& 
presentes au niveau du cerveau est aussi discutee (Kondo T 
et col: Oligodendrocytes precursor cells reprogrammed to 
5 become multipotential CNS stem cells: Science 2000 ; 289:- 
1754-1757), remettant en cause des concepts anciens, en 
particulier le caractSre irreversible de la dif ferenciation 
cellulaire. La place des CSPC dans ces processus de regene- 
ration est encore discutee, mais les travaux de therapie 

10 cellulaire recents indiquent des possibilites importantes 
pour le coeur (Jackson KA et col: Regeneration of ischemic 
cardiac muscle and vascular endothelium by adult stem 
. cells. J Clin Invest • 2001; 107 : 1395-1402 ; Orlic D et col: 
Bone marrow cells regenerate infarcted myocardium. Nature 

15 2001;410:702-705 ; Kocher AA et col: Neovascularisation of 
ischemic myocardium by human bone-marrow-derived angioblast 
prevents cardiomyocyte apoptosis, reduces remodeling and 
improves cardiac function. Nature Medecine. 2001;7:430- 
436). II est a remarquer que dans le cas des travaux de 

20 Kocher AA et col, le "greffon" de cellules souches se fait 
non pas h partir d'un prelSvement direct de moelle, mais ci 
partir des cellules souches mobilisees depuis la moelle 
osseuse vers le sang, suggerant le meme potentiel biologi- 
que pour les CSPC que pour les CSP de la moelle osseuse. Le 

25 travail de Jackson KA et col est aussi d'un grand interet 
puisque aprds irradiation et greffe de moelle de cellules 
souches marquees, ces travaux indiquent aussi une migration 
des cellules souches marquees vers le site Intracardiaque 
de 1'infarctus du myocarde. On retrouve ici la notion de 

30 recrutement specif ique des cellules souches circulantes 
dans l'espace tissulaire en cours de reconstruction. 

Dans le domaine de la pathologie cerebrale la deiivrance 
locale de cellules souches semble apporter un benefice the- 
35 rapeutique (Eglitis MA et col: Targeting of bone marrow- 
derived astrocytes to the ischemic brain • Neuroreport 
1999;10: 1289-1292 ; Lu D et col: Intraarterial, administra- 
tion of marrow stromal cells in a rat model of traumatic 
brain injury. J Neurotrauma 2001;18:813-819 ; Chen J et 
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col: Therapeutic benefit of intracerebral transplantation 
of bone marrow stromal cells after cerbral ischemia in 
rats. J Neurol Sci. 2001;189:49-57; Mahmood A et col: 
Intracranial bone marrow transplantation after traumatic 
5 brain injury improving functional outcome in adult rats . J 
Neurosurg 2001;94:589-595). 

Au total il ressort de 1' ensemble de ces observations que 
la moelle osseuse constitue une reserve majeure de cellules 

10 souches pluripotentes . Ces cellules souches sont retrouv^es 
dans le sang circulant f le nombre de CSPC peut Stre 
augmente par 1' utilisation de facteurs de croissance tels 
que le G-CSF r le GM-CSF ou le SCF par mobilisation de ces 
cellules souches de la moelle osseuse vers le sang. Ce 

15 processus de mobilisation des cellules souches de la moelle 
vers le sang pourrait exister k l'£tat naturel coirane 
mecanisme de r£ponse & des situations de souffrance ou 
d' agression tissulaire. Un mecanisme de recrutement & 
l'€tat naturel des CSPC est aussi discut6 en particulier 

20 dans les processus de reparation f ibrocicatriciel, mais a 
aussi 6t6 sugg^re sur des modeles experimentaux de 
souffrance tissulaire et des modules pathologiques 
specif iques. Les Demandeurs ont largement expose dans le 
cadre de la pathologie osteo-articulaire l'int^ret de la 

25 mobilisation des cellules souche de la moelle osseuse par 
le G-CSF et 1' existence d'un recrutement de ces cellules 
dans les espaces tissulaires de reconstruction de l'os. 

Diff brents travaux des Demandeurs ont d6jh indiquS que dans 
30 le domaine de la pathologie ost^oarticulaire un mecanisme 
de recrutement local des CSPC au cours des fractures 
osseuses 6tait mis en oeuvre en particulier par le biais de 
1' activation du pgrioste. Ces cellules souches, en sortant 
des vaisseaux, sont mises & la disposition du processus de 
35 reconstruction tissulaire local comme des "briques" 
contribuant & la construction d'un Edifice et viennent 
completer 1 ' apport direct des cellules souches locales. En 
terme quantitatif, 1' importance du recrutement local de 
CSPC est cependant d^pendante du nombre de cellules souches 
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pr^sentes dans le courant sanguin au niveau des vaisseaux 
situSs dans la zone de reconstruction tissulaire. Comme 
d6j& mentionne, cette population de cellules souches est, 
chez le sujet en bonne sant§, quantitativement tres rfiduite 
5 dans la moelle osseuse et le sang circulant. Cependant, le 
G-CSF, le GM-CSF et le SCF possSdent un puissant pouvoir 
prolif<§ratif et de mobilisation de la moelle osseuse. Bien 
que la lignSe hematopoi^tique soit surtout concern^e par ce 
pouvoir proliferatif , le contingent de cellules souches 

10 pluripotentes est aussi concern^ ; ces diff^rents facteurs 
de croissance en augmentant le nombre de CSPC dans le sang 
circulant peuvent mettre ^ la disposition du processus de 
reconstruction tissulaire un nombre de cellules souches 
sup§rieur h celui que la nature aurait pu fournir h l'6tat 

15 naturel. A partir de la m§me hypoth&se physiopathologique 
1' utility du G-CSF comme traitement adjuvant au processus 
de reparation osseuse et cartilagineuse £tait d£montr6 dans 
les travaux des Demandeurs. Les travaux recents menes dans 
le domaine de la pathologie cardiaque semblent conforter 

20 cette hypoth&se avec un benefice therapeutique du G-CSF 
combing au SCF pour le traitement de l'infarctus du 
myocarde en r<§duisant la surface finale de l'infarctus et 
en pr^servant la fonction cardiaque. (Orlic D et col: Mobi- 
lized bone marrow cells repair the infarcted heart, impro- 

25 ving function and survival Proc Natl Acad Sci USA 
2001 ;98 :10344-10349) . 

Dans ce contexte, les Demandeurs ont teste in vivo 
1' influence d'un traitement par facteurs de croissance sur 
30 un accident vasculaire c£r£bral. Sur la base des donn<Ses 
pr£c£dentes, les Demandeurs ont 6tudi£ 1' influence de la 
stimulation de la moelle osseuse par le G-CSF, le GM-CSF et 
le SCF sur le processus de reparation du tissu nerveux. 

35 Les Demandeurs ont trouve, de mani^re. surprenante, une nou- 
velle application therapeutique du G-CSF et du GM-CSF et du 
SCF tel que definis plus haut. II a 6t<5 d^couvert, §t la 
suite de ces travaux, que le G-CSF et le GM-CSF et le SCF 
pouvaient §tre utilises dans la preparation d'un medicament 
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pour le traitement adjuvant au processus de reconstruction 
des tissus nerveux chez un §tre vivant, le medicament 6tant 
administre par voie g6n§rale. 

5 Conf ornament & 1* invention on peut utiliser l'un au moins 
de ces trois facteurs, c'est-&-dire soit un seul facteur, 
soit deux facteurs, soit les trois facteurs. 

II est & rappeler que 1' accident vasculaire cerebral ische- 
10 mique est la consequence de 1' obstruction d'un vaisseau 
sanguin irriguant le tissu cerebral. La destruction du tis- 
su nerveux priv£ d'oxygfene dans le territoire anatoialque 
concerne entraine un deficit fonctionnel de type moteur, 
sensitif ou cognitif ; il existe aussi des accidents vascu- 
15 laires de type hemorragique (par exemple & la suite d'une 
poussee d' hypertension arterielle ou par rupture 
d' anevrysme) . Dans ce cas le parenchyme cerebral est 
detruit par la suffusion hemorragique, les traumatismes 
crSniens et les traumatismes de la moelle epinidre entrai- 
20 nent des destructions directes du tissu nerveux. 

On decrira maintenant un exemple experimental. 

Deux groupes d'animaux ont ete constitues: 

25 

Un premier groupe (A) (groupe temoin) comportait 20 rats 
adultes jeunes, et on r£alisait sur ce groupe un accident 
vasculaire cerebral ischemique par ligature de l'artdre 
c6rebrale moyenne durant deux heures. 

30 

Un deuxieme groupe (B) comportait un nombre identique 
d'animaux de meme &ge et de m§me poids et on realisait le 
meme type d' accident vasculaire. Cependant, immediatement 
apres 1' intervention et les quatre jours suivant 
35 1 ' intervention on procedait & une injection de rmetHuG-CSF 
(Neupogen® {Filgrastime} ) par voie sous cutan£e k la dose 
de 10 /*g (1MU) par kilogramme de poids corporel. 
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Afin de travailler veritablement "en aveugle" et dans le 
but de ne pas influencer la quality des gestes chirurgicaux 
de ligature arterielle et de retrait de ligature realises 
dans chaque groupe, le chirurgien ignorait si l r animal 
5 op£r§ appartenait au groupe A ou au groupe B. 

Les deux groupes d'animaux etaient ensuite laisses sans 
autre traitement, hormis l'apport en eau et nourriture n£- 
cessaire aux besoins vitaux. Quinze jours sulvant la date 
10 de 1 ' intervention les animaux subissaient des tests fonc- 
tionnels neurologiques (Rotarod test f Score de sever ite 
neurologique modifie). Les resultats indiquaient une reduc- 
tion des deficits fonctionnels dans le groupe B par rapport 
au groupe temoin. 

15 

L' invention concerne done plus particulierement 
1' utilisation de l'un au moins des facteurs choisis parmi 
le G-CSF, le GM-CSF et le SCF dans la preparation d'un me- 
dicament pour le traitement adjuvant dans des processus de 
20 reconstruction des tissus nerveux, le medicament etant des- 
tine & une administration par voie generale. Ces facteurs 
trouvent ainsi une application nouvelle et interessante 
dans les therapeutiques chirurgicales et/ou m^dicales uti- 
lisees dans le cadre de la pathologie du syst£me nerveux. 

25 

Conformement h 1' invention, le G-CSF, le GM-CSF, le SCF 
peuvent etre utilises comme medicament dans le traitement 
des accidents vasculaires cerebraux ischemiques ou hemorra- 
giques, des traumatismes c6rebraux, des accidents vasculai- 
30 res hemorragiques ou ischemiques de la moelle 6pini&re, des 
traumatismes de la moelle epini§re. Dans ces differentes 
applications le G-CSF, le GM-CSF, le SCF sont destines & 
1' administration par voie generale. 

35 II entre egalement dans le cadre de 1' invention d'utiliser 
le G-CSF , le GM-CSF f ou le SCF comme medicament destine & 
1' administration par voie generale et de le combiner & au 
moins un autre facteur destine St 1' administration locale ou 
par voie generale, L' expression "administration locale" 
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signifie que 1 ' administration du principe therapeutique 
s'effectue sur le site anatomique ou l'on souhaite recons- 
truire le tissu nerveux. 

Cet autre facteur est avantageusement choisi parmi l'un au 
moins des facteurs suivants : BMP (Bone Morphogenetic Pro- 
tein), FGF (fibroblast growth factor), EGF (epidermal 
growth factor), IGF (insuline-like growth factor), Insuli- 
ne, KGF ( keratinocyte growth factor), TGF (transforming 
growth factor), Interferon, Inter leukine , VEGF (vascular 
endothelial growth factor), TNF (tumor necrosing factor), 
GDNF (glial cell ligne-derived neurotrophic factor), NGF 
(neurotrophin nerve growth factor), GM-CSF ( granulocytoma- 
crophage colony stimulating factor), HGF (hepatocyte growth 
factor), Erythropoietine, PDGF (platelet-derived growth 
factor), Heparane Sulfate, Prostaglandines , Osteoglycine 
(osteoinductive factor), BCDF (B cell differentiation fac- 
tor), GDF-5 (growth and differentiation factor-5), Hormone 
de Croissance ; M-CSF (macrophage colony stimulating fac- 
tor) ; ou tout facteur de croissance connu d'origine 
humaine ou animale, d' extraction ou recombinant ; tout fac- 
teur biologique renforcant le pouvoir de mobilisation des 
cellules souches de la moelle osseuse vers le sang circu- 
lant. 

Pour la mise en oeuvre de 1' invention, le G-CSF, le GM-CSF, 
le SCF sont avantageusement un recombinant humain (pour la 
m^decine humaine), ou la Filgrastime, la Lenograstime , la 
Molgramostime , l'Ancestim. 

Le G-CSF, le GM-CSF et le SCF utilises seront de preference 
d'un allotype humain dans le cadre du traitement d'une per- 
sonne humaine. Le dosage utilise sera generalement de 0,1 a 
1000 fig par kilogramme de poids corporel et par jour. De 
maniere preferentielle on utilisera une dose de 5 a 10 pg 
par kilogramme de poids corporel et par jour. 
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Le principe de 1' invention veut que le G-CSF, le GM-CSF, le 
SCF soient administris par voie g6n£rale, ce qui signifie 
que le G-CSF, le GM-CSF, le SCF, entrent dans la circula- 
tion sanguine gen£rale. Le mode de d^livrance pour obtenir 
5 une administration par voie g§n6rale peut comprendre un 
mode par injection intravasculaire directe, un mode par 
injection sous-cutan6e, par injection intramusculaire, par 
injection intra-articulaire, une d^livrance par voie diges- 
tive, injection intraperitoneal, dSlivrance transpulmonai- 
10 re, transcutan^e, transbuccale, transnasale, transrectale, 
transconjonctivale, intrarachidienne. 

Le principe biologique de 1' invention est de mobiliser les 
CSP de la moelle osseuse vers le sang circulant. Cette 
15 augmentation du nombre de cellules souches dans la 
circulation sanguine permet au processus biologique de 
reconstruction du tissu nerveux de recruter une quantite de 
CSPC sup^rieure £ la quantite de CSPC que la nature aurait 
pu fournir a l'£tat physiologique. 

20 

L f invention sera maintenant decrite en reference a. un 
exemple clinique. 

Dans le cadre du traitement des accidents vasculaires 
25 c^rebraux, on utilisera le traitement standard de 
reanimation medicale, de recherche et de traitement de la 
cause de 1' accident vasculaire cerebral. 

Le traitement adjuvant comportera une premiere dose de 10 
30 fig (1 MU) par kilogramme de poids corporel de G-CSF 

(Neupogen®, Filgrastime) qui sera injectSe par voie sous- 
cutanie au patient d&s son admission & l'h6pital. La mSme 
dose sera injectie de maniere quotidienne pendant les 
quatre jours suivants. 

35 

Le meme principe de traitement adjuvant pourra etre appli- 
que aux traumatismes cerebraux et aux traumatismes de la 
moelle 6piniere, 
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Bien entendu l'exemple ci-dessus est donn6 seulement 
titre illustratif et n'entend pas limiter la portSe 
1' invention. 
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Revendic at ions 

1. Utilisation de 1'un au moins des facteurs choisis parmi 
5 le G-CSF (Facteur de Stimulation des Colonies de Granulocy- 
tes ) f le GM-CSF (Facteur de Stimulation des Colonies de 
Granulocytes et de Macrophages) et le SCF (Facteur des Cel- 
lules Souches) pour la preparation d'un medicament utile 
comme traitement adjuvant dans un processus de reconstruc- 

10 tion des tissus nerveux chez un §tre vivant, le medicament 
etant destine & 1 ' administration par voie g£n£rale. 

2. utilisation selon la revendication 1, caracterisee en ce 
que le G-CSF r le GM-CSF , le SCF sont utilises comme medica- 

15 ment dans le traitement des accidents vasculaires cerebraux 
ischemiques ou hemorragiques , des traumatismes cerebraux, 
des accidents vasculaires hemorragiques ou ischemiques de 
la moelle epiniSre, des traumatismes de la moelle epinifere 
et sont destines ci 1' administration par voie g6n£rale. 

20 

3. Utilisation selon l'une des revendications 1 et 2, ca- 
racterisee en ce que le G-CSF , le GM-CSF , le SCF sont uti- 
lises comme medicament destine h 1' administration par voie 
generale et sont combines a au moins un autre facteur des- 

25 tine h 1' administration locale ou par voie generale. 

4. utilisation selon la revendication 3, caracterisee en ce 
que cet autre facteur est choisi parmi l'un au moins des 
facteurs suivants : BMP (bone morphogenetic protein) , FGF 

30 (fibroblast growth factor), EGF (epidermal growth factor), 
IGF (insuline-like growth factor), Insuline, KGF (keratino- 
cyte growth factor), TGF (transforming growth factor), In- 
terferon, Interleukine, VEGF (vascular endothelial growth 
factor), TNF (tumor necrosing factor), GDNF (glial cell 

35 ligne-derived neurotrophic factor), NGF ( neur otrophin nerve 
growth factor), HGF (hepatocyte growth factor), 
Erythropoietine, PDGF (platelet -derived growth factor), 
Heparane Sulfate, Prostaglandines, Osteoglycine (osteoin- 
ductive factor), BCDF (B cell differentiation factor), GDF- 
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5 (growth and differentiation factor-5), Hormone de Crois- 
sance ; M-CSF (macrophage colony stimulating factor) ; tout 
facteur de croissance connu d'origine humaine ou animale, 
d' extraction ou recombinant ; tout facteur biologique ren- 
forcant le pouvoir de mobilisation des cellules souches de 
la moelle osseuse vers le sang circulant. 

5. utilisation selon l'une des revendications 1 a 4, carac- 
t€§ris<§e en ce que le G-CSF, le GM-CSF, le SCF sont des re- 
combinants humains. 

6. Utilisation selon l'une des revendication 1 k 4, carac- 
t£risee en ce que le G-CSF est la Filgrastime. 

7. utilisation selon l'une des revendications 1^4, carac- 
teris<§e en ce que le G-CSF est la L<§nograstime. 

8. Utilisation selon l'une des revendications 1 k 4, carac- 
en ce que le GM-CSF est la Molgramostime. 



9. utilisation selon l'une des revendications 1 h 4, carac- 
t§ris6e en ce que le SCF est l f Ancestim. 

10. utilisation selon l'une des revendications 1 & 9, ca- 
racteris<§e en ce que le medicament est utilise avec un do- 
sage en G-CSF, en GM-CSF, en SCF de 0,1 h 1000 fig, de pre- 
ference de 5 h 10 fig, par kilogramme de poids corporel et 
par jour. 

11. utilisation selon l'une des revendications 1 a 9, ca- 
ract£ris<§e en ce que le medicament est utilise en ituSdecine 
humaine . 

12. Utilisation selon l'une des revendications 1 h 9, ca- 
ract<§ris<§e en ce que le medicament est utilise en m^decine 
vet^r inaire . 
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